





















































Positron emission tomography/computed tomography (PET/CT)  
Human Epideminal Growth Factor Receptor Type2 (HER2)  
Positron emission mammography (PEM)  
p-cyanophenylalanine specific aminoacyl-tRNA synthetase (pCNF-RS) 
Optimized suppressor transfer RNA (tRNACUAopt) 
O-2-[18F]Fluoroethyl-L-tyrosine（[18F]FET） 
4-[18F]fluoro- L-proline（[18F]FPro） 
Praseodymium-doped lutetium aluminum garnet (Pr:LuAG) 
Interleukin-8 (IL-8) 
Histidine-glutamate tag：(HE)3 tag 
Lutetium Yttrium Orthosilicate (LYSO) 
Bismuth germanium oxide (BGO) 
Gadolinium oxyorthosilicate (GSO) 
(2S)-O-(2′-tosyloxyethyl)-N-trityl-tyrosine-tert-butyl ester (TET) 
Dimethyl sulfoxide ジメチルスルホキシド (DMSO)  
Matrix-assited laser desoprption/ionization time-of-flight (MALDI-TOF-MS) 
[18F]fluorobenzaldehyde([18F]FBA) 
[18F]silicon-fluoride acceptor approach([18F]SiFA) 
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay 酵素結合免疫吸着測定法（ELISA 法） 
Mammography マンモグラフィー（MMG） 
Line of response 欠落同時数線（LOR） 
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Maximum Likelihood Expectation Maximization 統計的手法（ML-EM） 
Ultra sound 超音波検査 (US) 
3-dimensional (3D) 
Ordered subset expectation maximization method 期待値最大化法 (OSEM) 
Full width at half maximum 半値全幅 (FWHM) 
Full width at tenth maximum 1/10 値幅 (FWTM) 
Standaedized uptake value (SUV） 
Semi-quatitative the maximum PEM-uptake value (PUV) 
Tumor/background ratio 腫瘍/バックグランド比 (T/B) 
Focal asymmetric density 局所的非対称性陰影(FAD) 
Magnetic resonance imaging (MRI) 


















いる。FDG-PET でも乳癌サブタイプや組織型ごとに FDG 集積に特徴があり，





























質としてHuman Epideminal Growth Factor Receptor Type2 (HER2)のAffibody分子
(ZHER2:342)を用いた。 [18F]FET-ZHER2:342 のin vitroでの結合特性はSKOV-3細胞株
を用いて検討した。さらに SKOV-3 細胞を移植した担がんマウスに





















praseodymium-doped lutetium aluminum garnet (Pr:LuAG)を用いている。その臨床
的有用性について 20 mm未満の微小乳癌を対象に汎用の全身用 positron-emission 
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tomography (PET)/computerized tomography (CT)と比較検討した。 
方法：2 0 mm 未満（UICC  T1）の乳癌患者 82 例を対象とした。病理学的組
織生検で乳癌と診断された患者に対して、同意を得て FDG による PET/CT と 
PEM 検査を同日に施行した。 
結果：新しい結晶を使用した高分解能と感度を有する新規 PEM の有用性を検
証するために後ろ向きに解析を観察研究として行った。PET と PEM を組みわせ
た場合、20 mm 以下の UICC T1（N = 82）症例は診断感度 90%と 10 mm 以下の
T1ab 症例（N = 23）は 70%であった。有意差はなかったが、PET 単独群と比較
すると PET と PEM の併用群では診断感度は高い傾向であった。PEM で計測さ
れた FDG の取り込み量は乳癌の病理組織学的悪性度に比例していた。 
考察：新規に開発された PEM による FDG 検査は全身 PET/CT と組み合わせる



















過程によるサブタイプの変化や多様様性も報告されており(Houssami et al. 2011)、
悪性度評価や Heterogeniety（不均一性）の生体画像化の意義は高く、患者の負担
が少ない生体画像化が注目されている。 




の SUV に違いがあるとされている。ホルモン受容体陽性乳癌においては SUV




grade 3の方が grade 1および grade 2よりも SUVが高いと報告されており（表




 また PET は解像度が低いため、乳癌診療ガイドラインにおいて、FDG-PET は
スクリーニングによる乳癌の死亡率低減を示す証拠はなく、現行のマンモグラ
フィと視触診を併用した乳癌検診より乳癌検出率は低いとされている。近年、
乳癌を対象とした高解像力 PET カメラ（PEM,Positron Emission Mammograph）が
開発され(Thompson et al. 1994)、臨床応用されている。東北大学においても、2006
年から JST（科学技術振興機構 地域研究開発資源活用促進プログラム）と
NEDO(新エネルギー産業時術総合開発機構)の支援を受け、独自のシンチレータ
ー結晶を用いた PEM の開発を行い、2011 年から試験的臨床応用を開始し、その
結果を元に始めての対向型 PEM（PEMGRAPH）を開発して、医療機器認証を得
て 2015 年 4 月から古河シンチテック㈱より発売に至った。PEM 検査は、2013
年 7 月から保険収載された（4,000 点）が、PET/CT 検査との併用が義務付けら
れている。Breast dedicated positron emission mammography (PEM) は特に 1cm 以
下の腫瘍に対し PET/CT より感度が高いと報告されている(Berg et al. 2006, Eo et 
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第 1 章：無細胞蛋白合成系と O-2-[18F]Fluoroethyl-L-tyrosine を用いた蛋白質の部














対し高い結合能と特異性を持つ(Colombo et al. 2017)。そのため蛋白質リガンドは




Ga-68, Zr-89, I-124 等で標識された多くの抗体が開発され、臨床試験が施行され
ている(Moek et al. 2017)。しかし抗体の PET プローブは体内からのクリアランス
が遅いため描出に長時間を要するうえに、分子量が大きいため腫瘍への取り込
みが制限されるという問題があった。代替え蛋白質リガンドとして最近期待さ
れている affibody 分子は、分子量約 6.5kDa と抗体より分子量が小さいため標的
への高い結合能と早い薬物動態の性質を持っている (Orlova et al. 2006, 
Tolmachev et al. 2007)。 Affibody 分子は黄色ブドウ球菌蛋白 A の IgG 結合部位の
3 ヘリカル B ドメイン修復基盤に由来した蛋白質リガンドであり、対応する標的
に高い親和性と速い薬物動態を示す(Stahl et al. 2017)。そのため抗体の代替えの
トレーサ－として分子イメージングにおいて期待されており、これまでも検討
されている(Tolmachev et al. 2007)。ZHER2:342 affibody は HER2 への高い結合性を持
つ Affibody 分子の第 1 世代で、大腸菌での合成が報告されている(Ahlgren et al. 
2010, Orlova et al. 2006)。ZHER2:342 は HER2 受容体発現の乳癌に高い親和性（Kd = 
22 pM）で結合するが、その結合は治療薬のトラツズマブとは競合しない
(Eigenbrot et al. 2010, Orlova et al. 2006, Orlova et al. 2007)。Affibody 分子は生体内
のクリアランスが速く、11C や 18F などの半減期の短い核種による標識プローブ









て、これまでに C-11 や F-18 で標識されたアミノ酸と無細胞蛋白質合成試薬を
用いて従来にない高比放射能ポジトロン標識蛋白質の合成方法が報告されてお
り、[11C]メチオニンと[18F]4-フルオロプロリン（18F-FPro）を使用し、C-11 と F-18
で標識された Interleukin-8 （IL-8）の合成に成功している(Harada et al. 2016, 
Harada et al. 2012)。無細胞蛋白質合成試薬には、リボソーム、アミノ酸、ＮＴＰ、
アミノアシル tRNA 合成酵素などの蛋白質合成に必須の要素が含まれており、そ
れにテンプレート DNA を加えるだけで短時間で目的の蛋白質を合成できる
(Shimizu et al. 2001)。従来の無細胞蛋白合成法では、20 種類の天然アミノ酸のう
ち１つを反応系から取り除き、代わりに高比放射能ポジトロン標識アミノ酸を










非天然アミノ酸を導入させることが可能になった(Liu and Schultz 2010)。 本研究
で用いる直交系のアミノアシル-tRNA 合成酵素および tRNA は非天然アミノ酸
導入実績のある大腸菌から派生した古細菌 Methanocaldococcus Jannaschii 由来








pCNF-RS/tRNACUAopt ペア、 O-2-18F-フルオロエチル-L-チロシン ([18F]FET)と 
アンバーコドンを挿入した DNA の 4 つの因子を使用している。本研究では




を用いた F-18 標識蛋白合成方法の改良を行った (図 1a) 。 さらに新規合成に成





無細胞蛋白合成試薬 RTS 100 E.coli HY Kit は biotechrabbit GmbH (Hennigsdorf, 
Germany)から購入した。RNase 阻害剤は New England Bio Labs (Ipswich, MA)か
ら、イソプロピル  β-D-1-チオガラクトピラノシド(IPTG)は Wako Chemicals 
(Osaka, Japan)から購入した。ZHER2:342 遺伝子と pCNF-RS 遺伝子は GeneScript
社に合成を委託した。PCR の部位特異的変異導入によりアンバーコドンを挿入
した IL-8 と ZHER2:342 を合成した。ZHER2:342 遺伝子は pET21a 発現ベクターに、
pCNF-RS 遺伝子は pET28a 発現ベクターにそれぞれサブクローニングした。Ｎ
末端にヒスチジン‐グルタミン酸(HE)3 タグを持つ ZHER2:342 affibody とＮ末端
にヒスチジンタグを持つ pCNF-RS は以前報告された論文と同様に調製した




培養し、OD 値が 0.5 になったところで IPTG を加え、ZHER2:342 affibody を発現さ
せた。ZHER2:342 affibody 蛋白質を含む溶液をカラム(Histrap FF crude 1ml; GE 
Healthcare)に濾過し、30 mM のイミダゾール溶液で洗浄後、500 mM イミダゾー
ル溶液で溶出することで精製を行った。 
古細菌 Methanocaldococcus Jannaschii 由来パラシアノフェニルアラニン tRNA
合成酵素(pCNF-RS)遺伝子も同様に大腸筋を形質転換・培養した。蛋白質の発現
は、ZHER2:342 と同様に行い、大腸菌の破砕溶液を HisTrap FF crude 1ml カラムに
濾過し、30 mM のイミダゾール溶液で洗浄後、500 mM のイミダゾール溶液で溶
出することで精製を行った。精製で使用したイミダゾールを除去するためにカ
ラムクロマトグラフィーシステム AKTA start(GE Healthcare)に脱塩カラム
(HiPrep 26/10 Desalting; GE Healthcare)を用いて脱塩を行った。精製蛋白質は限外
濾過フィルター(Amicon® Ultra-15; GE Healthcare)を用いて濃縮し、pCNF-RS の蛋
白質濃度は蛋白質濃度は BCA 蛋白質アッセイキット（Thermo Fisher Scientific）
で決定し、8.3 mg/mL (220μM)であった。精製蛋白質は電気泳動(NuPAGE® 
Bis-Tris Precast Gel, MES-SDS Running バッファー; Thermo Fisher Scientific, MA)
により純度を確認した。O-2-フルオロエチル-L-チロシンとその前駆体は ABX 
GmbH (Radeberg, Germany)から購入した。tRNACUAopt は GeneDesign. Inc にて委










(Hamacher and Coenen 2002, Iwata et al. 2018)。図 2 に示すように、[18F]フッ素イ
オンを含むターゲット水を Oasis MAX カートリッジ（炭酸水素イオン形）に通
して[18F]フッ素イオン分離させた。次にメタノール（3 mL）でカートリッジを
洗って水分を除去し、その後 Kryptofix 222/KHCO3 のメタノール溶液（200μL）
で[18F]フッ素イオンを溶出して、予め反応溶媒である DMSO（20－30μL）を添
加したガラスバイアルに集めた。このバイアルを 85°Cのブロックヒータに入れ、
He ガスを 5 分間流してメタノールを除去した。バイアル中の残渣に FET 前駆体
である TET（ABX）のアセトニトリル（MeCN）溶液（20－30 μL）を加え、120°C
で５分間加熱し、その後 HCl（2 M, 30 μL)を添加して 120°C、10 分で脱保護反応
させた。1 分間の冷却後、KF 水溶液（1 M、30 μL）と Na2HPO4 水溶液（2 M、
30 μL）を添加して反応を停止させ、この混合物を HPLC 分析カラム（InertSustain 
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C18、150 x 4.6 mm）に注入し、EtOH/50 mM AcOH (5:95)の溶離液で[18F]FET を
分離精製した（図 3）。溶出する[18F]FET のフラクションを梨型フラスコに集め、
ロータリエバポレータで HPLC 溶離液を留去して添加物のない[18F]FET を得た。
全体の合成時間は 60 分程であり、放射化学的純度は>99%であった。[18F]FET の
減衰補正を行った放射化学的収率は 55.6 ± 9.4% (n = 9)であり、文献で報告され
たものとほぼ同等であった(Hamacher and Coenen 2002)。比放射能は合成終了時
で 566 ± 244 GBq/μmol（n = 9）であった。乾固した[18F]FET は、無細胞蛋白合成
系試薬 RTS 100 E.coli HY Kit.に付属している Reconstite Buffer に溶解して次の実
験に用いた。  
 
３）[18F]FET と無細胞蛋白質合成系を用いた IL-8 と HER2 Affibody の標識合成 
RTS 100 E.coli HY Kit  （E.coli Lysate、Amino Acids、Reaction Mix）、IPTG と
RNase 阻害剤、[18F]FET (359 - 984 MBq, 比放射能活性= 566 ± 244 GBq/μmol, n=9)、
tRNA CUAopt (終濃度：5 μM)、 pCNF-RS (終濃度：22 μM)と精製済みの アンバー
コドンを挿入したテンプレート DNA(5 μg)を使用し、反応液の容量は 375μL と
した。反応温度 30℃で反応時間が 30 分、60 分、90 分のところで反応液から 5 μL
ずつ回収し、LDS sample buffer (Thermofisher Scientific) 15 μL と混ぜた。




BAS-MS2025 イメージングプレート (GE Healthcare) とコンタクトさせた。オー
トラジオグラフィー画像の取得には FLA-9500 phosphor imaging instrument（GE 
Healthcare）を使用した。反応液を 60℃で 5 分加熱し、15000 g で 5 分遠心分離
を行い、上清を回収することで[18F]FET-ZHER2:342の粗精製を行った。回収した上
清を希釈し、図４に示すように His Spin Trap (GE Healthcare)に加えて遠心分離を
施行した。スピンカラムを PBS 溶液で洗浄した後、[18F]FET-ZHER2:342は 50 mM
イミダゾールを含む PBS 溶液で溶出した。溶出物を NAP-5(GE Healthcare)によ
り脱塩することで、注射可能な[18F]FET-ZHER2:342 を得た。非標識 FET-ZHER2:342
を合成するため非標識 FET を [18F]FET の代わりに用い、反応を行った。 Zip 
TipC18 (Millipore)による前処理の後、 FET が特異的に導入されることを確認す
るため、matrix-assisted laser desoprption/ionization time-of-flight (MALDI-TOF-MS) 
(AXIMA Performance; Shimazu)を使用して質量分析を施行した。 蛋白質濃度は
BCA 蛋白質アッセイキット（Thermo Fisher Scientific, MA）で測定した。 
 





[18F]FET-ZHER2:342 の結合能を比較した。細胞は[18F]FET-ZHER2:342 (30 kBq/mL) と
ともに37°Cで1 時間培養した。非特異的結合を評価する目的で非標識のZHER2:342 
（15 μg/mL）存在下でも上記と同様に反応させた。反応後、薬液を取り除き、2
回洗浄した。洗浄後、0.1 Mの NaOH溶液を1 ml加え、細胞を溶解し、その溶液
をエッペンチューブに回収して放射能をγ-カウンター（AccFLEX γ7000, ALOKA）
で測定した。[18F]FET-ZHER2:342 のIn vitro 飽和結合実験は 48穴プレートに
SKOV-3細胞を培養し用いた。[18F]FET-ZHER2:342 にはFETは一つしか含まれず、
理論上その比放射能は[18F]FETと同じになるため、[18F]FET-ZHER2:342のモル濃度
は[18F]FETの比放射能により算出した。競合結合実験は異なる濃度（0.001 – 1,000 




５）小動物 PET 研究 
動物実験は「国立大学法人東北大学における動物実験等に関する規程」に従
い、動物実験専門委員会の許可を得て実施した。In vivo 小動物 PET イメージン




胞数 106 個）をマウスの上腕の皮下に注射をした。SKOV3 移植片は 3－4 週間
生育させた。マウス(n=5)に 18F-FET-ZHER2:342 (3.3 ± 0.2 MBq, PBS 溶液 0.2ml)を静
脈内投与後、イソフルラン濃度を 1.5% (ν/ν)の麻酔下で Clairvivo-PET (Shimazu, 
Kyoto, Japan) を使用し、PET イメージを施行した。PET 画像はリストモードで
120 分間収集した。AMIDE ソフトウエアを用いて関心領域を腫瘍に設定し、集
積量を SUV で評価した(Loening and Gambhir 2003)。 [18F]FET-ZHER2:342 の投与の
30 分前に非標識の ZHER2:342 (250 μg) をマウス(n=3)に静脈内投与し、腫瘍取り込
みの特異性を検証した。統計学的分析には unpaired t 検定を使用した。SKOV3
移植片の HER2 発現は HERcep test (Agilent, Santa Clara, CA)により確認した。 
 
３．研究結果 
１）遺伝子工学的に作成した Orthogonal Aminoacyl-tRNA/ tRNA pairs による 
[18F]FET の IL-8 蛋白への導入 
一般的に天然のチロシン tRNA 合成酵素は非天然の FET を認識しない。実際、
以前の検討では市販の蛋白質合成試薬 PURExpress®を使用しても FET はチロシ
ンの代わりに IL-8 に取り込まれることはなかった(Harada et al. 2016)。 pCNF-RS 
は p-フルオロフェニルアラニンを含む 18 種類の非天然アミノ酸を認識すると報
告されているが(Young et al. 2011)、FET のような他のフッ素化アミノ酸は認識さ
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れるかは不明であった。そこで、蛋白質内に[18F]FET が IL-8 に取り込まれるか
を確認するため、市販の無細胞蛋白合成試薬 RTS E.coli Kit に pCNF-RS/ 
tRNACUAopt ペアと開始コドンのあとに 1 つのアンバーコドンを挿入した IL-8 の
DNA を使用して、合成検討を最初に行った。ゲルオートラジオグラフィの結果、 
[18F]FET が取り込まれて、 [18F]FET-IL-8 の合成に成功したことが示された。
[18F]FET-IL-8 の合成量は 120 分を超えても徐々に増加していった（図 5）。 
pCNF-RS と tRNACUAopt の最適な濃度を検討した結果、それぞれ 22 μM と 5 μM
の組み合わせが最適であった（図 6）。 また、[18F]FET は高放射能濃度を用いた
方が F-18 標識 IL-8 蛋白質の合成量は多かった（図 7）。 
 
２） [18F]FET 標識 ZHER2:342 Affibody の標識合成 
次に、HER2 陽性乳癌のイメージングとして注目されている抗 HER2 
affibody(ZHER2:342)をモデル蛋白質とし、この新しい手法を応用した。ZHER2:342 分
子に FET を１つ導入するためのアンバーコドンを含むようにＤＮＡ配列をデザ
インした（図 1b,1c）。MALDI-TOF MS の結果、FET-ZHER2:342 の分子量は FET１





したことを示している（図 8）。 より高い放射能量の[18F]FET を使用すると、減
衰補正下では[18F]FET-ZHER2:342 産物は 30 分で平衡状態となった（図 8）。
(HE)3-tagged affibody は固定化金属イオンアフィニティークロマトグラフィに
よる精製が容易で、肝臓への集積を減少させることができるとの報告があり
(Tolmachev et al. 2010)、本研究では[18F]FET を導入するためのモデル蛋白質は、
(HE)3-タグの 抗 HER2 affibody ((HE)3-tagged ZHER2:342) を使用している。His spin 
カラムを使用して簡便に [18F]FET-ZHER2:342 の精製に成功した（図 9）。ゲルオー
トラジオグラフィにより放射化学的純度は＞99%と確認された。 [18F]FET から
の合成時間 60 分を基に算出された[18F]FET-ZHER2:342 の放射化学的収率は 6.5 ± 
4.1%（減衰補正なし）であった。18F-フッ素アニオン からのの収率は 3.3 ± 2.1 % 
（全反応時間１２０分、減衰補正あり）であった。 
[18F]FET-ZHER2:342の蛋白質量は BCA アッセイでは検出できなかった。BCA ア
ッセイの測定範囲は 20 – 2,000 g/ml であり、測定範囲内で検出された場合は
[18F]FET-ZHER2:342の比放射能活性は 20 GBq/mol より低くなると考えられる。今
回開発した手法を用いることで部位特異的に [18F]FET が 1 個だけ抗 HER2 
affibody 蛋白質に導入されるので、  理論上[18F]FET-ZHER2:342 の比放射能は 
[18F]FET と同じであり、[18F]FET-ZHER2:342 の比放射能は合成終了時に 468 ± 336 




３）合成した[18F]FET-ZHER2:342 の In Vitro 細胞結合実験 
In vitro における細胞結合実験では、[18F]FET-ZHER2:342 はコントロールの
HEK293 細胞に比べ、HER2 高発現の SKOV3 細胞に高い結合性を示した（図 9）。 
非標識の ZHER2:342 affibody の存在下ではこの結合が完全に阻害されており、特異
的な結合であることを示唆している。これらの結果より、合成した
[18F]FET-ZHER2:342 は適切なフォールディングがされたため生物学的活性がある
と思われる。In vitro の飽和結合実験では SKOV-3 細胞に対し[18F]FET-ZHER2:342
の高い結合親和性 (KD = 1.0 ± 0.3 nM) が示された（図１0ｂ）。[18F]FET-ZHER2:342 
の競合結合実験では非標識 ZHER2:342 （Ki = 3.0 ± 1.3 nM）に比べて FET を導入し
た FET-ZHER2:34（Ki = 8.2 ± 0.7 nM）はわずかに結合親和性の減少を示した (図 10c)。 
 
４）担がんマウスにおける[18F]FET-ZHER2:342 小動物 PET イメージング 
小動物 PET イメージングの結果、[18F]FET-ZHER2:342 は肝や骨には低集積を示し、
また腎・尿路系排出されていることから 18F 標識腫瘍イメージング剤として優れ
ていると考えられる。図 11a に示す PET 画像は[18F]FET-ZHER2:342を静脈内注射後
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75－120 分の積算画像である。[18F]FET-ZHER2:342 は SKOV3 移植片への高い集積
を認める。SKOV3 移植片における[18F]FET-ZHER2:342 の時間放射能曲線は図 11b
に示しており、縦軸は実測の SUVmean である。[18F]FET-ZHER2:342 の SKOV3 移植
片への集積は注射後 60 分で平衡状態に達した。マウスは人間の体重の 3000 分
の 1 であるため、正常組織の SUV はヒトの場合（SUV＝１程度）よりさらに低
くなると思われる。過剰量の非標識の ZHER2:342 を投与下でブロッキングを行うと、
[18F]FET-ZHER2:342の腫瘍への集積は有意に減少した(p= 0.0023)（図 12）。SKOV3

















を導入できること(Liu and Schultz 2010)に着目した。古細菌 Methanocaldococcus 
Jannaschii 由来直交系アミノアシル tRNA合成酵素-tRNAペアは最初大腸菌で開
発され、その後無細胞蛋白質合成系へと拡張された(Goerke and Swartz 2008, 









もので、無細胞蛋白質合成試薬と直交系 pCNF-RS/tRNACUAopt ペア、 O-2-18F-




ロン標識蛋白質の合成が可能となる。   
最近、半減期の長い 18F 標識非天然アミノ酸が腫瘍代謝イメージングの放射性
薬剤として開発されている(Qi et al. 2017)。そのなかでも[18F]FET はグリオーマ
のような腫瘍のイメージングとして多く使用され、合成法としても高い放射化
学収率で得られている(Dunet et al. 2012, Hamacher and Coenen 2002, Rapp et al. 
2013)。東北大学サイクロトロン RI センター岩田錬名誉教授らが開発したマイク
ロスケール標識合成方法を用いると [18F]FET の高い放射化学的収率でかつ
HPLC 分析カラムでの速やかな精製が可能になっている(Iwata et al. 2018)。さら
に、FET は大腸菌由来の天然のチロシン tRNA 合成酵素に認識されないことがこ
れまでの研究でもわかっており(Harada et al. 2016)、無細胞蛋白合成系に影響し
ないと考えられる。本学位研究では F-18 標識 FET を無細胞蛋白合成系における
標識非天然アミノ酸として使用する。 
  一般的にアミノアシル tRNA 合成酵素は対応するアミノ酸に高い特異性を示
すため、非天然アミノ酸は蛋白質に取り込まれない。しかし近年の研究の成果
により、直交系アミノアシル tRNA 合成酵素/tRNA ぺアは、様々な生物の遺伝
子配列に 21 番目のアミノ酸として非天然アミノ酸を付加できるようになった





を発見した(Young et al. 2011)。天然のアミノアシル tRNA 合成酵素の基質許容性
に着目し、大腸菌由来の天然のプロリルアミノアシル tRNA 合成酵素が[18F]FPro 
を認識できる。天然アミノアシル tRNA 合成酵素の 18F 標識アミノ酸に対する基
質許容性（18F 標識アミノ酸は天然アミノ酸の代わりに蛋白質に取り込まれない）
と改変型アミノアシル tRNA 合成酵素の 18F 標識非天然アミノ酸に対する基質許
容性に注目し、市販の無細胞蛋白質合成試薬に pCNF-RS と tRNACUAoptを合わせ
て使用することで、[18F]FET を認識して目的の蛋白質に取り込むことが可能であ
ることを発見した。市販の無細胞蛋白合成系に pCNF-RS と tRNACUAopt を使用
すると、[18F]FET を目的の蛋白質へ任意の部位特異的導入が可能となった。従来
の手法の問題点である低い放射化学収率と低い導入効率については、 従来の手
法の[18F]Fpro を用いた場合の放射化学収率（0.29 ± 0.2%, 減衰補正なし）と比較
すると本検討の反応は放射化学収率を 6.5 ± 4.1% （減衰補正なし）まで約２０
倍ほど改善した。[18F]FET が高放射能量となると合成収率を向上させ、合成量
は約 30 分で平衡状態になることも認められた。しかし放射化学収率は報告され
ている他の 18F 標識 HER2-Affibody トレーサ－と比べるといまだ低くく(Glaser et 





いる(Morris et al. 2018)。Ｃ末端に一つだけシステインを含む蛋白質を用いること
でマレイミド結合により部位特異的に蛋白質標識が可能になる。Glaser らはＣ
末端に唯一のシステインを有する HER2 特異的 affibody である ZHER2:289を異なる
F-18 標 識 法 （ [18F]fluorobenzaldehyde ([18F]FBA)/aminooxy coupling と
silicon-fluoride acceptor approach ([18F]SiFA)）を用いて調製した 18Ｆ標識 ZHER2:289
を直接比較している(Glaser et al. 2013)。これらの手法で調製された 18Ｆ標識
ZHER2:289 の比放射能は 0.6 – 4.3 GBq/μmol であり、その中でも[18F]SiFA 法が最
も放射化学収率が高かった（38 ± 2%, 減衰補正なし）。しかし、HER2 受容体へ










ば標的蛋白質との結合に重要なことがある。実際に ZHER2:342 affibody と HER2 受
容体の X 線結晶構造解析の結果、ZHER2:342 affibody の 13 番目と 35 番目のチロシ
ン残基は HER2 と 相互作用していることが示されている。(Eigenbrot et al. 2010)。 
したがって、本研究ではチロシン残基を置換する代わりに ZHER2:342 affibody のＮ
末端残基に[18F]FET（付加する分子量は 208Da）のみを付加するようにデザイン
した。実際には開始メチオニンの次に FET が導入されるようにデザインしてい




た ZHER2:342 affibody は[18F]FET 自体の代謝的安定性により、in vivo でもほとんど
脱フッ素化せずに良好な薬物動態を示した(Wester et al. 1999) 。 この手法により
[18F]FET 単独で部位特異的に結合性を変えることなく蛋白質内に取り込ませる
ことができる。この実験では[18F]FET 標識 ZHER2:342 affibody 蛋白質の比放射能を
測定限界以下のために測定できなかったが、[18F]FET 標識蛋白質の比放射能は理
論上[18F]FET と同じであると予測される。本検討では高い比放射能の[18F]FET

















あることからより優れた標識 HER affibody であると言える(Glaser et al. 2013)。
また過剰量の非標識の ZHER2:342 を投与下でブロッキングを行うと、
[18F]FET-ZHER2:342 の腫瘍への集積は有意に減少したことから、SKOV3 への結合
は特異的であると示唆される(p= 0.0023)（図 12）。HER2 発現様式の多様性が報
告されており(Houssami et al. 2011)、患者への負担が少ない HER2 発現様式のイ
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メージング法として、68Ga-や 111In-ABY-025 (ZHER2:2891-Cys) affibody などの第 2
世代の抗 HER2 affibody を使用した臨床 PET イメージング研究が行われている
(Sandstrom et al. 2016, Sorensen et al. 2014)。111In-NOTA-標識 Affibody 分子と比較
すると、18F-NOTA- や 68Ga-NOTA-の標識 affibody 分子は血中の代謝が速く、
腫瘍‐血液比が高いと報告されている(Heskamp et al. 2012)。18F (t1/2 = 110 分) は
68Ga (t1/2 = 68 分)よりも長い半減期を持ち、18F-FET-ZHER2:342 を注射後、2－3 時
間でのイメージングが可能であるため、より高いコントラストのイメージが得
られる利点がある。さらに陽電子の移動範囲は 18F（2.3 mm in water）が 68Ga （8.9 
mm in water）より短いため、特に PET 撮影設定条件では 18F で画質は改善する
ことが見込まれる(Heskamp et al. 2012)。 
今後、本手法に期待できることとしては、新しい分子標的薬の標的分子を標
識することで前臨床での乳癌の新薬開発や治療効果判定に貢献できることであ
る。HER2 陽性乳癌に対する分子標的薬は数多く開発されているが、抗 PD-1 抗

















第 2 章：新規高分解能乳腺専用 PEM の微小乳癌に対する臨床的有用性 
１．研究背景 





有効性は確立されていない(Fuster et al. 2008, Groheux 2017, Groheux et al. 2013, 
Groheux et al. 2008)。その一因として PET/CT は分解能が低いことがあげられて
おり、基礎研究で開発したトレーサーを有効に活用できるためには、PET スキ
ャナの高分解能化が必須である。近年 PET 装置の高分解能化により乳癌診断用
PEM 装置の開発と改良がされており、Breast dedicated positron emission 
mammography (PEM) は特に 1cm 以下の腫瘍に対し PET/CT より感度が高いと
報告されている(Berg et al. 2006, Eo et al. 2012, Koo et al. 2013, Rosen et al. 2005)。
東北大学研究グループと古川機械金属（株）は共同で、東北大学が開発した新
しい結晶である Praseodymium-doped Lutetium Aluminium Garnet, Pr;LuAG  を使
用した対向検出器型の高分解能 PEM (PEMGRAPH®) を開発した(Kalinyak et al. 
2014, Yanagida et al. 2010)。通常の PET/CT や PEM で使用される結晶は Lutetium 
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Yttrium Orthosilicate (LYSO)、Bismuth germanium oxide (BGO) そして Gadolinium 
oxyorthosilicate (GSO)であり、Pr;LuAG  を使用した機器の臨床報告は今までない。
日本で開発された結晶シンチレーターを使用した医療機器である対向検出器型





１）新規に開発した対向検出器型の高分解能 PEM  
本学位研究で使用したPEM装置（PEMGRAPH®）は古川機械金属（株）と東
北大学が共同で開発した医療機器である。使用したPEMの検出器は幅 23cm×奥
行 35cmの平版 2 枚構成とし対向して乳房を撮影し、検出器のエリアは 140×200 
mmである。2.1×2.1×15.0(mm)の角形のPr.LuAG結晶 10240 個とPosition-sensitive











以下、空間分解能：2.5mm以下を実現している(Watanabe et al. 2018, Yanagida et al. 
2010)。過去の報告から新規に開発したPEMの感度（9cps/kBq）と分解能（FWHM 
< 2.5 mm；FWTM < 5.0 mm）は通常の一般的なPET/CT（Siemens Biograph）よ
り 2～3 倍高いと考えられる。 
 
２）患者 
研究対象患者は 2015/10 月-2017/3 月まで東北公済病院乳腺外科（KKR Tohoku 
Kosai Hospital）において術前 PEM を施行した 169 症例のうち、手術後の標本
で T1（2 cm 未満）と診断された症例 82 例を対象にした。いずれの患者も手術
前に PET/CT と PEM を施行し、腫瘍の局在を評価している。乳癌患者の PET/CT
とPEMの画像を比較し、さらに臨床所見・病理学的所見と比較対照した。（表2）。
乳癌診断は最初に Ultrasound (US)と Mammography (MMG)を施行して腫瘍部位
を同定し、組織学的生検を施行し、標本の病理検査に基づいて行った。悪性と
病理診断された症例を対象に、精密検査として PET/CT と PEM を仙台画像検診
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３）PET/CT と PEM 検査 
少なくとも 5 時間以上の絶食後、FDG （3.8 MBq/kg）を肘静脈から投与した。
FDG 投与後 75 分から頭部から骨盤までの全身 CT 検査を施行した後に、
three-dimensional (3D) PET スキャンをベッドポジションの 2 分間隔で撮影した
（Biograph16；Siemens）(Jakoby et al. 2009)。PET データは 128 × 128 pixels のマ
トリックスを使用し、スライス厚 3 mm で収集された。PET 画像は CT に基つい
た減衰補正をしている。PET 画像は投影データを 5 mm Gaussian kernel を使用し、
期待値最大化法（OSEM：4 投影、8 サブセット）により再構成した。この設定
では PET の位置分解能は 7 mm（FWHM）となる。PET/CT スキャン後、おおよ
そ FDG 投与後 100 分頃にに PEM スキャンを続けて撮影し、ML （medio-lateral）
方向に 3-5 分 15 cm の対向検出器を使用して施行した。厚みのない乳房や胸壁付
近の腫瘍の撮影のケースでは胸壁の撮影範囲（胸壁の接線方向）が拡大するた






検査 1 人あたり 1-2 Sv 程度であり、PET/CT のみの撮影とほぼ同じであった。 





臨床のFDG-PET/CTの腫瘍イメージングでは一般的にstandardized uptake value 
（SUV）が使用されている。PEMにはSUVが使用できないためにsemi-quantitative 
the maximum PEM-uptake value（PUV）が使用され、以下の式で計算する。PUV






tumor/background (T/B) ratioとPEMとの関係はPearson’s correlation testを使用して
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non-parametric Mann-Whitney’s U testを使用し解析した。統計学的有意差はp < 




１）新規開発 PEM の有用性 
2015/10 月-2017/3 月まで東北公済病院において手術前に PEM または PET/CT
を施行した 2 cm 未満（T1）の浸潤性乳癌 82 例の患者背景を表 1 に示す。図 15
には検診で発見された代表症例として浸潤性乳管癌 Invasive Ductal Carcinoma 
13×9×8 mm を示す。MMG ではカテゴリー３の局所的非対称性陰影  focal 
asymmetric density (FAD)を認め、乳房外側領域（C 領域）に PET/CT、PEM とも
に FDG の高い集積を示している。新規に開発した PEM の感度（９cps/kBq）と
分解能（FWHM < 2.5 mm；FWTM < 5.0 mm）は通常の一般的な PET/CT
（Siemens Biograph）より 2～3 倍高い。ほかにも PEM の有用性を示す典型例と
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して図 16 に提示する。図 16A は 4 mm の微小乳癌で、PET/CT で検出不可能で
あったが PEM では明確に検出できた症例である。図 16B 症例は PET/CT では 1
個の腫瘍と思われるが、分解能が優れている PEM で描出すると 3 個の腫瘍を認
めることができた。この結果は PEM の高解像度による可能性と PET/CT の撮像
時間が短いこと、呼吸の影響が大きい事なども要因なると考えられる。 
 
２）PET/CT と PEM の乳癌検出能の比較 
図 17 に PET/CT と PEM の腫瘍部位における tumor/background (T/B) ratio の関
係を示す。T1 全症例と T1a-b 症例の T/B ratio の相関係数（R²）はそれぞれ 0.41
と 0.75 でともに有意に相関する（Pearson’s correlation coefficient test; P<0.0001）。
T1 全症例における PET/CT と PEM の T/B 比はそれぞれ 3.8 ± 3.6 と 3.3 ± 2.1 で
統計学的な有意差はなかった（paired t-test and Wilcoxon single-ranks test: p > 0.1）。
T1a-b 症例における PET/CT と PEM の T/B 比はそれぞれ 1.6 ± 0.9 と 2.3 ± 2.0 で
PEMの値のほうがPETより有意に高かった（paired t-test and Wilcoxon single-ranks 
test: p < 0.01）。この結果よりより微小な乳癌 T1a-b 症例では PEM が PET/CT よ
り高感度であることを示唆している。 
表 2 は T1 全症例における PEM と PET/CT（82 症例）、T1a-b（23 症例）、T1c
（59 症例）の検出率を表している。T1 症例全体での検出感度は PET/CT 単独、
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PEM 単独、PET/CT+PEM 併用はそれぞれ 82%、 95 %、90%で有意差がなかっ
た（表 3）。T1a-b 症例では PET/CT 単独、PEM 単独、PET/CT+PEM 併用はそれ
ぞれ 48%、65 %、70%、T1c 症例で 95%、93%、98%と PET と PEM を組み合わ
せることによりどちらも同様に診断感度が増加する傾向があった（表 4）。 
 
３）病理学的所見と PUV 値の関係 
手術前に行った病理学的検査と PEM で得られた PUV 値を比較した。Subtype 
別に PEM の PUV 値を見ると、luminal type、HER2 type、TNG type の PUV 値は、
それぞれ 3.3 ± 1.8、3.9 ± 1.0、4.7 ± 1.4 （mean ± SD） と Luminal<HER 2 type<TN
の順に PUV 値増加の傾向を認めた（図 18）。症例数が少ないために各群間では
有意差がないが、3 群間での違いは認められた（Kruskal-wallis test:p=0.035）。腫
瘍径は luminal type で 15mm, HER2 type で 15.6mm, TNG type で 15.5mm と有意差
はなかった。 
図 19 に 2 群に分けた場合の病理学的悪性度と PUV 値の関係を示す。PUV 値
は NG1-2 と NG3 でそれぞれ 3.0 ± 1.7 と 4.4 ± 1.8 （mean ± SD）で有意な差を認
めた（図 19A; ; Mann-Whitney’s U test p < 0.01）。Ki-67 はカットオフ値を 20 とす
ると、PUV 値はそれぞれ Ki-67<20 で 3.1 ± 1.8（mean ± SD）、Ki-67≧20 で 4.1 ± 1.5 
（mean ± SD）と有意差を認めた （図 19B; Mann-Whitney U test p < 0.01 ）。これ
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しい結晶である Praseodymium-doped Lutetium Aluminium Garnet, Pr;LuAG  を使
用した対向検出器型の高分解能 PEM (PEMGRAPH®) を開発した(Yanagida et al. 
2010, Yoshikawa et al. 2010)。通常の PET/CT や PEM で使用される結晶は Lutetium 
Yttrium Orthosilicate (LYSO)、Bismuth germanium oxide (BGO) そして Gadolinium 
oxyorthosilicate (GSO)であり、Pr;LuAG  を使用した臨床報告は今までない。
Pr:LuAG は一般に使用されているシンチレーター結晶である LYSO よりシンチ


























病理学的組織像と PEM による FDG 集積率の比較検討を行った。核グレード




悪性度の高い triple negative は PEM 値が高く、悪性度の低い luminal type は PUV
値が低い傾向であった。乳癌サブタイプや組織型ごとに FDG 集積に特徴があり、
組織学的グレードや予後との関連も報告されている(Basu et al. 2008, Bitencourt 
et al. 2017, Groheux et al. 2011)。本研究結果から高分解能 PEM イメージングによ
り、特に早期乳癌における悪性度の予測が可能になる。さらに将来の PET/CT と
PEM の応用として他のプローブの使用も有用と考えている。エストロゲン受容
体結合性を測定する 18F-fluoroestradiol や第 1 章で述べた HER2 受容体結合性
affibody プローブはホルモン療法や HER2 療法の反応を予測できると考えている
(Kurland et al. 2017, Peterson et al. 2014, Sorensen et al. 2016)。 
FDG-PET/CT は主に乳癌の転移・再発のスクリーニング検査として施行されて
いるが、報告されている全身 PET/CT の乳癌検出率は 0.18-0.23％といまだに低く、
原発巣のスクリーニングとして有効性は確立されていない(Fuster et al. 2008, 
Groheux 2017, Groheux et al. 2013, Groheux et al. 2008)。   
近年PET装置の高分解能化により乳癌診断用PEM装置の開発改良がされてお
り、Breast dedicated positron emission mammography (PEM) は特に 1cm 以下の腫
瘍に対し PET/CT より感度が高いと報告されている(Berg et al. 2006, Eo et al. 
2012, Kalinyak et al. 2014, Koo et al. 2013, Rosen et al. 2005)。PEM の高分解能化に
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より PEM の検出率は 2.3％に増加すると報告されており、PET/CT の検出率より
高いと考えられる(Yamamoto et al. 2015, Yamamoto et al. 2016)。また 2 cm 以下の
腫瘍では PEM の感度は PET よりも有意に高いとの報告もある (Eo et al. 2012)。
Pr:LuAG 結晶を利用した同じ PEM 機器を使用して、渡部らは手術前に FDG を
投与して手術後に切除標本を PEM で撮影し、乳房温存手術における切除範囲の
妥当性を検証している(Watanabe et al. 2018)。この研究は、PET/CT 検査直後に手
術を行い手術標本の PEM 測定により、乳癌切除範囲が適切であったかどうかを
迅速に評価できるかどうかを検討するもので Specimen-PEM（s-PEM）と呼ばれ
る。s-PEM は ex vivo PEM に他ならないが、in vivo PEM が ex vivo PEM と近い
解像度で病変の拡がりが描出されることを証明している。 
本学位研究は標本数が少なく、統計的な分析に影響するなどの問題点があるが、
標本数が少ないながらも 1 cm 未満の腫瘍に対して感度は PEM のほうが PET/CT
より良好という結果であった。しかし、2 cm未満T1症例全体ではPEMとPET/CT
の腫瘍検出感度に有意差はみられなかった。本研究の欠点の一つは、腫瘍に集
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図１：無細胞蛋白合成系による[18F]FET-標識 ZHER2:342 affibody の合成 
(a)改変型直交系アミノアシル-tRNA 合成酵素/tRNA ペア, アンバーコドンを
挿入した cDNA と[18F]フルオロエチル-L-チロシン（FET）を市販の無細胞蛋白
合成試薬とともに使用し、18F 標識蛋白の合成過程を示した。(b) 本学位研究で
合成した[18F]FET-標識 ZHER2:342 affibody (PDB ID: 3MZW)の構造。(c)FET に接続
した(HE)3 タグを持つ ZHER2:342 affibody のアミノ酸塩基配列。アスタリスクは





































図３：[18F]FET マイクロスケール標識合成 HPLC 精製プロファイル 
赤字は放射能；緑は紫外線吸収（UV; 280 nm）。[18F]FET はインジェクト後 3.5 
















図 4  His SpinTrap（GE Healthcare）による簡便な His tag 精製 
標識合成した粗生成物を簡便なスピンカラムによる精製を行った。方法は①
カラムを PBS 溶液で調整し、②合成物を注入し、③PBS 溶液で洗浄し、④50mM






図 5 無細胞蛋白合成法による 18F 標識蛋白質の放射性分析 
(a) 放射性合成により生成された[18F]FET-IL-8 のゲルオートラジオグラフィ
ー分析を示す。RTS 100 E. coli HY Kit と直交系アミノアシル tRNA 合成酵素/ 
tRNA ペアとアンバーコドン挿入したＤＮＡを使用している。 (b) FET-ZHER2:342 







図 6  ゲルオートラジオグラフィー分析による標識合成の検討 
pCNF RS と tRNAの適正な濃度はRTS 100 E. coli HY Kit と直交系アミノアシ








図 7 ゲルオートラジオグラフィー分析による[18F]FET の適性濃度の検討 
RTS 100 E. coli HY Kit と直交系アミノアシル‐tRNA 合成酵素／サプレッサ








図 8 [18F]FET-ZHER2:342 の標識合成条件検討：ゲルオートラジオグラフィー 
RTS 100 E. coli HY Kit と pCNF-RS)/ tRNACUAopt ペア、 [18F]FET と アンバー






図 9  His Spin カラムによる[18F]FET-ZHER2:342 の精製結果 
脱塩後の精製溶液のゲルオートラジオグラフィー分析での 18F-FET-ZHER2:342 の
放射性純度＞99%であった。レーン 1: 粗反応液（30 分）、レーン 2: フロー液、 
レーン 3:PBS(0.6 mL)で洗浄、レーン 4 : 50 mM のイミダゾール含有 PBS(0.25 mL)
で溶出、 レーン 5: 50 mM のイミダゾール含有 PBS(0.25 mL)で溶出、レーン 6: 50 






図 10  In vitro の HEK293 と SKOV3 細胞の[18F]FET-ZHER2:342 への細胞結合実験 
(a) HEK293 は HER2 低発現の細胞と SKOV3 は HER2 高発現の細胞である。 
縦軸はウエルプレートの細胞に結合した放射線活性を測定して得られたパーセ
ンテージ。エラーバンドは平均値±標準誤差を示す。(b) In vitro での SKOV-3 細
胞に対する[18F]FET-ZHER2:342 の飽和結合実験。 (c) SKOV-3 細胞への非標識の 









図 11  SKOV-3 発現腫瘍の [18F]FET-ZHER2:342 の小動物用 PET イメージング 










図 12  [18F]FET-ZHER2:342の SKOV3 腫瘍切片移植マウスモデルに対する   
インビボ阻害実験 
[18F]FET-ZHER2:342 は SKOV3 腫瘍切片移植マウスモデルへの特異的な結合を示
す。 (a)（左）コントロールと（右）非標識 ZHER2:342 でブロッキングした 130
分後の[18F]FET-ZHER2:342 の再構築 PET 画像。B = 膀胱；T = 腫瘍。 (b) SKOV3
移植切片への  [18F]FET-ZHER2:342 の集積は cold ZHER2:342 で HER2 受容体をブロッ






図 13  移植した SKOV-3 細胞切片の HER2 病理検査 
小動物 PET 測定した移植片は免疫組織化学法にて HER2 陽性（3+）を示す。 















図 14 新規開発 PEM の外観と可視範囲の改善方法。 
新規開発 PEM 機器の外観を示す。新規開発 PEM は検出器の間の距離を 5 cm
から 25 cm まで調節することができ、その調節により胸壁に近い腫瘍や厚さの
薄い乳腺にある腫瘍を含めるように可視範囲を拡大できる。可視範囲の改善す













図15. 新規開発PEM、PET/CT、US、MMG の浸潤性乳管癌の典型症例画像 
浸潤性乳管癌の典型症例(13 × 9 × 8 mm)。PEM（Sagittal画像とAxial画像）、
Conventional PET/CT、US、MMGの画像イメージを比較検討した。MMG と US 
は局所的非対称陰影を描出している（a delineated focal asymmetric density）。




























図17. 新規開発PEM と PET/CTのtumor/background ratio (T/B)における関係 
a: T1全症例のT/Bを示す(N = 82)。 b: T1a/1b 患者のT/Bを示す(N = 23)。  







































FDG-PEMで得られたPUV値をLuminal A and B type (N = 67)、HER2 type (N = 5)、
Triple Negative Group (TNG: N = 10)で比較した。組織別に有意にSUV値が異なる。









a: 核グレード(NG)とPEM（PUV）を NG1-2 (N = 51) とNG3 (N = 22)に分けて




























表 2：PEM 研究の対象とした患者背景 

















Table 2: Sensitivity of all T1 cases
Not Detected Detected
Not Detected 8 7
Detected 4 63
Sensitivity: PET 82 %; PEM 85 %; PET+PEM 90 %
PEM
PET/CT
Table 3: Sensitivity of T1a and T1b cases
Not Detected Detected
Not Detected 7 5
Detected 1 10
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